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OLIGONUCLEOTIDES IMMUNOSTIMULANTS 

La presente invention est relative au domaine des immunostimulants. Plus 
particulierement, finvention conceme des oligonucleotides capables de stimuler des 
cellules humaines intervenant dans le systeme immunitaire, et a leur utilisation comme 
adjuvant vaccinal. 

Un grand nombre ^oligonucleotides ont deja ete decrits dans Tart anterieur, en 
relation avec leurs proprietes immunostimulantes. Ainsi, la demande EP 0 468 520 
d§crit des polynucleotides immunostimulants constitues par un simple brin cfADN 
lineaire comprenant de 10 a 100 nucleotides s'enchaTnant selon una sequence 
palindromique. 

Selon la demande WO 96/02 555, I'activite immunostimulatrice tfoligonucleotides est 
liee a la presence dune sequence dinucleotique 5* CG 3', dans laquelle C n'est pas 
methylee, I'activite immunostimulante etant plus forte si le motif CG est precede en 5* 
du dinucleotide GA et / ou suivi en 3' du dinucleotide TC ou encore TT. 

Au contraire, selon la demande de brevet WO 98/52 962, il n'est pas necessaire que 
la sequence de ^oligonucleotide soit un palindrome, ni qu'elle comprenne le 
dinuc!6otide CG ; en effet, les 3 nucleotides decrits dans cette demande pour une 
utilisation en tant qu'adjuvant vaccinal ont les sequences suivantes : 5* GACGTT 3', 
5' GAGCTT 3', ainsi que S TCCGGA 3'. 

Selon le brevet US 5,663,153, I'activite immunostimulante ^oligonucleotides n'est pas 
li£e a la sequence des nucleotides, mais a la nature de la liaison entre nucleotides, la 
presence d'au moins une liaison phosphorothioate permettant d'induire une reponse 
locale du systeme immunitaire. 

La plupart des tests de I'art anterieur pour evaluer I'activite immunostimulante des 
oligonucleotides proposes, sont effectues soit in vitro sur des cellules animates 
(essentiellement des cellules murines), soit in vivo sur des souris. Cependant, les 
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differences existant entre le systeme immunitaire de la souris et celui de I'etre humain, 
ont conduit a des differences entre ies resultats obtenus sur des cellules murines et 
ceux obtenus sur des cellules humaines. * 
Or I'industrie pharmaceutique a un grand besoin d'immunostimulants pouvant etre 
s administres a rhomme, notamment dans le domaine des vaccins. 

La presente invention a done pour but de proposer des oligonucleotides capables de 
stimuler des cellules du systeme immunitaire de I'etre humain. 

10 Pour atteindre ce but, I'invention a pour objet un oligonucleotide capable de stimuler 
des cellules humaines du systeme immunitaire caracterise en ce qu'il comprend au 
moins una sequence 5* GAGAATTCTTTACC 1 1 1 1 AT 3' dans laquetie 
T est la Thymine, A est I'Adenine, C est la Cytosine, et G la Guanine, et en ce qu'il est 
depourvu de dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas methylee. 

is ; 
Selon une caracteristique de rinvention, ('oligonucleotide comprend de 15 a 100: 
nucleotides. 

Selon une autre caracteristique, ^'oligonucleotide selon I'invention est capable 
20 d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

Selon une autre caracteristique, ('oligonucleotide selon rinvention est capable 
d'accroltre ('expression des marqueurs cfactivation CD25, CD69 et CD86 sur Ies 
lymphocytes B humains. 
25 L'invention concerne egalement ('utilisation d'un tel oligonucleotide pour la fabrication 
d'un medicament 

L'invention a egalement pour objet un adjuvant vaccinal caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
30 systeme immunitaire possedant au moins une sequence 
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5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' dans laquelle T est la Thymine, A est 
I'Adenine, C est la Cytosine, et G la Guanine, et en ce qt/il est depourvu de 
dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas methyles. 
L'invention a egalement pour objet une composition vaccinate a usage humain 
5 comprenant au moins un antigens vaccinal caract6ris6e en ce qu'elle comprend en 
outre au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
systems immun'rtaire possedant au moins une sequence 

5' GAGMTTCTTTACCTTTTAT 3' dans laquelle T est la Thymine, A est 
T Adenine, C est la Cytosine, et G la Guanine, et en ce qu*il est depourvu de 
lo dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C he serait pas methylee . 

La presents invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va suivre, 
en reference aux figures 1 et 2 qui illustrent les resultats obtenus lore des tests decrits 
aux exemples 1 et 2. 

15 

Par oligonucleotide au sens de la presents invention, on entend un polynucleotide 
comprenant au moins 15 nucleotides. La limits superieure de la taille des 
oligonucleotides n'est pas vraiment determine. On peut cependant noter que, plus 
I'oligonucleotide sera long, plus sa purification sera difficile a effectuer tors des etapes 

20 de synthase , et plus le prix de revient en sera 6lev6. D'autre part, il est probable qtfun 
oligonucleotide de grande longueur aura plus de difficultes a penetrer dans les 
cellules. Aussi, pour les besoins de la presente invention, on considere qu'une 
limitation de la. taille de. I'oligonucleotide a 100 nucleotides est appropriee. Cet 
oligonucleotide est de preference un oligonucleotide simple brin; il peut s'agir tfun 

23 oligodesoxyribonucleotide ou rfun oligoribonucleotide. On a obtenu de 
particulierement bons resultats en utilisant un oligodesoxyribonucleotide. Les 
oligonucleotides convenant aux fins de rinvention peuvent se presenter sous forme de 
phosphodiester ou, afin d'etre plus stables, sous forms ds phosphorothioates ou 
tfhybrides phosphodiester / phosphorothioates. Les oligonucleotides 

30 phosphorothioates sontceuxpreferes. 
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^oligonucleotide selon {'invention est capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaire, telies que les lymphocytes B, les lymphocytes T, les monocytes 
et les cellules dendritiques. Cette stimulation est appredee notamment par la 
lymphoproliferation ou par I'expression de marqueurs d'activation, tels que les 

s marqueurs CD25 , CDB9 et CD86 sur les lymphocytes B. II est possible de 
selectionner les oligonucleotides d'inter&t au moyen de tests differents de ceux 
proposes dans la presente demands, a condition cependant qu*il s'aglsse de tests 
evaluant la capacite de stimulation de cellules humaines, et non pas comme dans la 
plupart des documents de ['art anterieur, de tests evaluant la capacite de la stimulation 

10 de cellules murines. II serait notamment possible de tester I'expression tfautres 
marqueurs d'activation des lymphocytes, ou I'expression de marqueurs de proliferation 
tels que le marqueur . KI67; des tests relatifs a I'augmentation des marqueurs 
d'activation et de maturation des cellules dendritiques pourraient egalement dtre 
utilises. De meme, des tests permettant ('appreciation de I'augmentation de production 

15 de certaines cytokines peuvent egalement etre utilises. 

Selon une caracteristique de I'invention, ("oligonucleotide comprend au moins une 
sequence nucldotidique 5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' dans laquelle T 
sign'rfie Thymine, C Cytosine, G Guanine, et A Adenine. Cette sequence peut §tre 5* 
20 terminate, 3' terminate ou etre entouree par cfautres nucleotides. Elle peut etre unique 
ou repetee plusieurs fois a I'identique a I'interieur d*un meme oligonucleotide 

Selon f invention, Poligonucleotide ne comporte pas forcdment de sequence 
palindromique. Malgr6 cette absence de sequence palindromique, un tel 
25 oligonucleotide est capable de stimuler des cellules humaines du systeme immunitaire. 

Selon une caracteristique, ('oligonucleotide selon i'invention est depourvu de 
dinucieotide CG dans lequel la Cytosine ne serait pas methylee. La capacite des 
oligonucleotides de Cart anterieur a etre immunostimulants a presque toujours 6te 
30 interpretee comme liee a la presence de motifs CpG non methyles (Cf. notamment 
I'artlcle de Krieg et al dans Nature cTavril 1995 cite cklessus), cette interpretation 
etant en coherence avec Pobservation selon laquelle la frequence de ce dinucieotide 
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6tait environ 4 fois plus importante dans le genome des bacteries que dans celui des 
vertebras. De fecon surprenante, on a maintenant trouve que des oligonucleotides 
entierement depourvus de ce motif dinucleotidique etaient cependant parfaitement 
capables de stimuler les cellules du systems immunitaire humain. 

5 

Selon une caracteristique particuliere, ('oligonucleotide selon I'invention est depourvu 
ou appauvri en sequence nucleotidique capable tfinhiber les cellules du systems 
immunitaire humain. En effet, afin tfobtenir un effet global immunostimulant, si des 
motifs inhibiteurs ou neutralisants tels que, par example, ceux decrits dahs la 
10 demande WO 96752 581 sont presents, II faut que leur effet soft supprime ou reduit, 
grace a la presence d'une sequence a effet immunostimulant plus prononce, ou grace 
a la presence d'un plus grand nombre de sequences selon i'invention. 

. La presente invention a egalement pour objet un adjuvant vaccinal comprenant au 
15 moins un oligonucleotide immunostimulant ayant au moins un motif 
5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' tel que mentionne ci-dessus. Par adjuvant 
vaccinal, on entend un produit qui permet tfaccrottre ou de modifier la reponse du 
systeme immunitaire d'un organisms vis a vis de I'administration d'un antigene. En 
particulier, il petit s'agir d'une augmentation de la reponse humorale ou de la reponse 
20 celluiaire. 

L'action cfun adjuvant vaccinal peut egalement etre, non pas une augmentation de la 
reponse qui se produirait en Tabsence d'adjuvant, mais une orientation differente de la 
reponse produite : par exemple, orientation vers une nSponse celluiaire plutot qu'une 
reponse humorale, production de certaines cytokines plutdt que cTautres, production 
25 de certains types ou sous-types d'anticorps plutot que d'autres, stimulation de 
certaines cellules plutot que d'autres, etc... 

L'oligonucleotide immunostimulant de la presente invention peut etre utilise comme 
adjuvant vaccinal quelle que soft la nature de I'antigene administre et quel que soft le 
30 nombre de valences utilisees. II peut etre le seul adjuvant utilise ou, au contraire, etre 
un element d'une combinaison adjuvante. 
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L'action adjuvante de I'oligonucleotide salon invention peut etre obtenue, soit lorequ'il 
est associe a i'antigene ou aux antigenes lore de leur administration, i.e. lorsqu'ils font 
partie de la meme composition vaccinale, soit lorsqi/il est administre separement de 
I'antigene ou des antigenes. On prefers cependant I'utiliser dans la meme composition 
5 vaccinale que I'antigene ou les antigenes a administrer. 

[.'oligonucleotide selon invention peut avantageusement etre administre par toutes 
les voies susceptibles d'etre utilisees pour une composition vaccinale: voie muqueuse 
ou voie systemique. 

10 L'un des objets de i' invention est une composition vaccinale comprenant au moins un 
oligonucleotide immunostimulant ayant une sequence 
GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' telle que decrite cl-dessus. 

Une composition vaccinale selon invention peut etre destinee a immunisation contre 
is une seule maladie, ou destinee a i'immunisation contre piusieurs maladies. II peut 
s'agir d'une composition vaccinale liquide ou lyophilisee. Ell© peut comprendre, outre 
les antigenes, tout ou partie des composants habituellement presents dans un vaccin : 
tampons, stabllisants, conservateurs, ... Elle peut egaiement comprendre un ou 
piusieurs adjuvant(s) autre(s) que ceux objets de la presente invention. Elle peut 
20 egaiement comprendre piusieurs adjuvants objets de la presente invention, constitute 
soit par des oligonucleotides ayant tous le meme motif 

5* GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' mais se differenciant par les nucleotides en 5' etfou 
en 3', soit par des oligonucleotides ayant des motifs 5' GAGMTTCTTTACCTTTTAT 
3' differents, dont les sequences en 5" et en 3' sont identiques ou dHTerentes. 

25 

La composition vaccinale selon invention peut etre destinee a une administration 
prophylactique ou a une administration therapeutique. 

La composition vaccinale selon invention peut etre formulae de maniere a optimiser 
30 Paction adjuvante de I'oligonucleotide objet de invention. Ainsf, I'oligonucleotide peut 
etre couple a un lipide, tel que le cholesterol ; il peut etre integre dans une emulsion 
de type huile / eau ou formula sous forme de liposomes. 
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Les exemples qui suivent illustrent des modes de realisation particuliers de la presente 
invention. 

s Exemple 1 : 

Synthase des oligonucleotides 

On prepare un oligonucleotide dont la sequence est la suivante: 
5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3'. 
10 La synthese est realisee au moyen d'un automate synthetiseur foumi par Applied 
Biosystems qui met en ceuvre la methode chimique standard au phosphoramidite et 
qui comporte a chaque cycle une etape d'oxydation, qui est realisee au moyen dune 
solution tetraethylthiuram / acetonitrile pour obtenir une liaison phosphorothioate. 

15 On prepare en outre, de la meme facon, un oligonucleotide A15(S) qui ne comprend 
que des A et qui est phosphorothioate sur toute sa longueur. Cet oligonucleotide est 
un temoin negat'rf car il n'entrame ni proliferation ni augmentation de ('expression des 
marqueurs d'activation sur les lymphocytes b. 

20 On prepare egaiement un oligonucleotide 1 d(S) dont la sequence est identifiee dans la 
demande de brevet WO96/02555 et est la suivante-.S" GCATGACGTTGAGCT 3'; cet 
oligonucleotide comporte des liaisons phosphorothioates sur toute sa longueur et est 
utilise comme temoin positrf. 

25 Tous les oligonucleotides sont maintenus en solution dans du tampon PBS 
Exalte 2: 

Test da Lvmohooroliferation 

30 On isole des lymphocytes a partir du sang peripherique cfun donneur, en procedant a 
une centrifugation sur un gradient de Ficoll. Ces lymphocytes sont ajustes a 
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4.10° cellules / ml dans du milieu de culture AIMV additionne de Glutamine, de 
Streptomycine et de Penicilline. ' 

Les cellules sont distributes en plaques 96 puits (fond rand) sous 100 pi, soit 
s 2.10? cellules par puits. On ajoute ensuite 100pl d'une solution 4pM (ou d'une solution 
0.8pM, ou encore dune solution 0.16uM) des oligonucleotides a tester produits a 
i'exemple 1 (1 seul type ^oligonucleotide par puits) afin d'obtenir une concentration 
finale soit de 2 pM, soft de 0.4uM,soit de 0.08pM. 

10 Apres incubation 3 jours d'incubation a 37'C en atmosphere humide a 5% de C0 2 ,on 
ajoute de la thymidine tritiee (Amersham TRK 120) prealablement diluee dans du 
milieu de culture , & raison de 1 pCi par puits sous 50 pi. Apres 7 d 8 heures 
d'incubation a I'etuve (5% C0 2 , 37°C), les plaques peuvent etre congelees a -80°C et 
traitSes plus tard. 

15 A raids du "Harvester 11 , on ricolte le contenu des puits sur des plaques Unifilter GF/C 
et on realise 6 lavages en eau distili&e puis un lavage en 6thanol 70% afin de 
pitcipiterl'ADN. 

Apr&s sfcchage des plaques, 25 pi de liquide scintillant (Microscint-40, Packard) sont 
distribu6s dans chaque puits et permettent de quantifier la radioactivity (rayonnements 
20 6mis par le tritium) en mesurant le nombre de coups / minute (cpm) emis par chaque 
puits sur le compteur Top Count {Packard). 

Les r6suitats obtenus pour chacun des oligonucleotides testds sont repr6sent6s sur la 
figure 1, qui indique, pour chaque oligonucleotide test* Tindice de stimulation IS. 

25 Cet indice IS est calculi de la fagon suivante: 

IS S (CPM de roligonucl6otide test6 - CPM du contrdle milieu)/ CPM contr&le milieu. 
On remarque que roligonuc!6otide salon Tinvention (3DbTT) qui ne comprend pas de 
dinucleotide CG est capable cfinduire une proliferation des lymphocytes humains 
identique & celle mesurfee pour F oligonucleotide de Tart anterieur (3Db) comprenant un 

30 dlnucldotide CG. Par contra, les resultats du contrdle ndgatif (A15) sont bien n6gatifs. 
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Exemple 3 : 

Test relatif aux maraueurs d'activation 

5 

Le test est effectue a partir de lymphocytes isoles d 'un donneur comma dealt a 
I'exempie precedent, et ajustes a 2.10 s cellules/ml dans le meme milieu de culture. 

Les lymphocytes sont ensutte incubes dans des tubes en polypropylene de 14ml a 
10 raison de 2ml/tube. On ajoute dans chaque puits une quantite tfoligonucleotides a 

tester prepares a I'exempie 1 (1 oligonucleotide / tube) suffisante pour obtenir une 

concentration en oligonucleotide 2 pM. Apres 3 jours cfincubation, les cellules sont 

reparties en 3 tubes micronic a raison de 10 6 cellules par tube. Apres centrHiigation, 

les cellules sont remises en suspension dans 100pl de tampon IF 
15 (ImmunoFluorescence) compose de PBS 0.1% BSA 0.01% Azide de sodium. On 

precede ensuite au marquage des cellules en ajoutant 5 pi de chacun des anticorps 

fluorescents suivants: 

tube 1 : CD20 PBI CD69 FITC 
tube 2: CD20 PE/ CD25 FITC 
20 - tube3:CD20PE/CD86FITC 

Le CD20 est un marqueur des lymphocytes B. 

Le CD69 est un marqueur d'activation precoce des lymphocytes B et T. 

Le CD25 est un recepteurde l'lnterleukine 2. 

Le CD86 est une molecule de costimulation B7-2. 
25 Apres !4 heure d'incubation a 4°C; les cellules sont lavees et remises en suspension 

en tampon IF additionne de 0.5% de fbrmol. Les cellules sont analysees sur un 

cytofluorimetre (FACScan) en double marquage, avec une fenetre cf6tude sur 5000 

cellules CD20+ (lymphocytes B). 

Les resutats obtenus sont illustres sur la Figure 2 qui Indique, pour chaque 
30 oligonucleotide teste, le %age de lymphocytes B exprlmant Pun des marqueurs testes. 
On constate que ('oligonucleotide selon I'invention ne contenant pas de motif CG est 
capable d'induire une augmentation de I'expression de certains marqueurs d'activation 
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( CD25, CD69, CD86) sur les lymphoctes B identique a cefle mesuree pour 
I'oligonucleotide de I'art anterieur comprenant un tel dinucleotide CQ. En effet, le 
pourcentage de lymphocytes B exprimant de tels marqueurs est du m§me ordre dans 
les 2 cas. Par contre, la sequence composee de 15 A a un pourcentage de 
s lymphocytes B actives nettement plus felble. 
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Revendications 

s 1. Oligonucleotide immunostimulant , caracterise en ce qu'il comprend au moins une 
sequence nucieotidique ayant la formule suivante 

5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3', dans laquelle T signifle Thymine, A Adenine, C 
Cytosine , G Guanine, et en ce qu'il est depourvu de dinudeotide CG dans lequel 
la Cytosine C ne serait pas methylee. 

10 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend de 15 a 
100 nucleotides. 

3. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que 
15 le motif 5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' est repete au moins 1 fois. 

4. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable cfinduire la proliferation des lymphocytes B humains. 

20 5. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'accrottre I'expression des marqueurs cfactivation CD25 , du 
marqueur CD86, ou du marqueur CD69 sur les lymphocytes B humains. 

6. Utilisation (fun oligonucleotide selon une des revendications precedentes pour la 
25 fabrication cTun medicament 

7. Utilisation cfun oligonucleotide selon une des revendications 1 a 5, pour la 
fabrication d'un immunostimulant humain. 

30 8. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 5, pour la 
fabrication d'un adjuvant vaccinal. 



9. Utilisation cfun oligonucleotide selon una des revendjcations 1a 5, pour la 
fabrication d'une composition vaccinate. 

10. Composition vaccinale a usage humain, comprenant au moihs un antigen© 
vaccinal, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un oligonucleotide 
selon una des revendications 1 a 5 



WO 01/62909 



1/1 



PCT/FR01/00349 





Figure 2 
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